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RESUMO

Recentemente, com a evolucdo do mercado do cha e devido a crescente procura
pela novidade por parte dos consumidores, as empresas de plantas tém vindo a
desenvolver novos produtos de valor acrescentado, com caracteristicas exclusivas. Entre
estes produtos, os lotes de reserva de plantas aromaticas, surgem como uma selecéo de
partes especificas de plantas, preparadas através de técnicas de colheita distintas, que Ihes
confere caracteristicas organoléticas singulares.

No presente estudo foram avaliados quatro espécies de plantas amplamente
consumidas em Portugal, entre elas a Mentha spicata L., Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf, Aloysia citriodora (L’Herit.) Britton, ¢ Thymus x citriodorus L., de forma a
explorar as diferencas entre infusdes preparadas a partir dos lotes normais e reserva, no
que respeita a sua composicdo fendlica e as suas propriedades antioxidantes. As infusdes
obtidas pelos lotes reserva de M. spicata, C. citratus e A. citriodora revelaram uma maior
concentracdo em compostos fendlicos do que os preparados através dos lotes normais.
Por outro lado, a infusdo obtida através do lote normal de T. citriodorus apresentou
maiores quantidades de acidos fendlicos do que o lote reserva, no entanto, a quantidade
de flavonoides totais e compostos fendlicos ndo foi significativamente diferente do lote
reserva.

Ambos os lotes de M. spicata apresentam o &cido rosmarinico como sendo o
composto fendlico maioritéario, no entanto o lote reserva foi o que apresentou maior teor
em compostos fenolicos totais. C. citratus revelou uma prevaléncia de flavonoides, com
uma elevada contribuicdo de luteolina 27-O-deoxi-hexosil-6-C-glucésido, mas o
composto mais abundante foi o é&cido 5-O-cafeoilquinico em ambos os lotes.
Relativamente a A. citriodora a luteolina-7-O-diglucurénido e verbascosido foram os
compostos maioritarios identificados. Em T. citriodorus, em ambos os lotes registou-se
uma prevaléncia de acidos fendlicos, sendo o acido rosmarinico 0 mais abundante,
seguido do &cido litospérmico A e de um hexdsido de acido rosmarinico.

Em termos de atividade antioxidante, as diferencas entre lotes foram mais
evidentes nas infusdes de C. citratus e M. spicata do que nas restantes infusdes, sendo o

lote reserva, aquele que apresentou maior atividade antioxidante. Em geral, a atividade
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antioxidante das infusdes preparadas a partir de diferentes lotes de plantas esta

correlacionada positivamente com a sua composicao fendlica.
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ABSTRACT

Recently, with the evolution of the tea market, given the increasing consumers
demand for novelty, tea companies have been presenting new added value products with
alternative traits. Among these products, the reserve lots of aromatic plants arise as a
selection of specific parts of the plants, prepared through distinct harvesting techniques
that confer them singular organoleptic characteristics.

In the present study, four widely consumed specimens in Portugal, Mentha spicata
L., Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Aloysia citriodora (L’Herit.) Britton, and Thymus
x citriodorus L. were assessed to explore the differences between infusions prepared
from their standard and reserve lots, in what concerns the phenolic composition and
related antioxidant properties. The infusions obtained from M. spicata, C. citratus and A.
citriodora reserve lots revealed higher concentration in phenolic compounds than those
prepared from the respective standard lots. Otherwise, the infusion of T. citriodorus
standard lot presented higher amounts of phenolic acids than the reserve lot, nonetheless,
total flavonoids and phenolic compounds were not significantly different between both
lots.

The two types of M. spicata lots presented rosmarinic acid as the most abundant
phenolic compound, but the reserve lot had the highest total phenolic compounds content.
C. citratus revealed a prevalence of flavonoids, with the highest contribution of luteolin
27-O-deoxyhexosyl-6-C-glucoside, but the most abundant compound was 5-O-
caffeoylquinic acid in both lots. Regarding A. citriodora, luteolin-7-O-diglucuronide and
verbascoside were the major compounds identified. In T. citriodorus, both lots revealed
the prevalence of phenolic acids, with rosmarinic acid as the most abundant, followed by
lithospermic acid A and rosmarinic acid hexoside.

In terms of antioxidant activity, the differences between both lots were more
noticeable in C. citratus and M. spicata than in the other plants infusions, with the reserve
lot presenting the highest activity. In general, the antioxidant activity of the infusions
prepared from the different lots of the plants was positively correlated to their phenolic

composition.
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CAPITULO 1







1. INTRODUCAO

1.1 Consumo

As plantas foram constituidas como base dos sistemas sofisticados da medicina
tradicional, cuja existéncia remonta de ha milhares de anos e tornaram-se alvo de estudo
até aos dias de hoje, sendo utilizadas em preparacbes farmacéuticas, alimentares e
nutracéuticas (Gurib-Fakim, 2006). As infusbes e decoccbes sdo consideradas as formas
bebiveis de “ervas” mais utilizadas (Fotakis et al., 2016). O cha (a partir da infusdo de
Camellia sinensis L. Kuntze), por exemplo, é designado por diversos autores (Chan, Lim,
Chong, Tan, & Wong, 2010; Diniz, Barbosa, Milanez, Pistonesi, & Araujo, 2016;
Barroso, et al., 2016; Schulzki, Nublein, & Sievers, 2017) como sendo a segunda bebida
ndo alcodlica mais consumida no mundo (depois da &gua) e uma das mais antigas
(descoberta em 2700 A.C.) (FAO, 2015).

No entanto, nos ultimos anos, as infusdes de ervas ou frutos (preparadas a partir
de plantas ou partes de plantas secas, como por exemplo: frutos, flores, folhas, raizes,
casca, ndo procedentes do arbusto de cha embebidas em &gua fervente) tornam-se cada
vez mais populares na Europa, como parte de uma dieta bem equilibrada, pois ndo contém
acucar, quase sem calorias e oferecem uma vasta gama de sabores (Chan, Lim, Chong,
Tan, & Wong, 2010; Schulzki, Nublein, & Sievers, 2017).

O aumento do consumo de infusdes a partir de plantas medicinais e aromaticas
em todo 0 mundo tem-se tornado evidente, de modo que a sua popularidade mundial
progrediu de forma drastica, com um volume de vendas que aumentou em cerca de 500%

em apenas dez anos, em alguns paises (Godoy et al., 2013).

Por conseguinte, a industria do cha, acompanhando as tendéncias de mercado,
evoluiu para um setor altamente sofisticado e competitivo. Assim sendo, hoje em dia, é
possivel observar o surgimento de diversos produtos de valor acrescentado, nos quais 0s
consumidores tém a sua disposi¢do uma ampla gama de lotes diferentes com composi¢oes
distintas da mesma planta para a preparacédo de infusdes. A titulo de exemplo, sdo os lotes
de reserva (que evoluiram a partir de lotes standard) constituidos a partir das partes mais
jovens (folhas apicais) da planta e coletadas nos meses mais quentes de verdo, estes

requisitos especiais de colheita, permitem desta forma obter lotes com composicOes
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diferentes que lhes conferem caracteristicas organoléticas e sensoriais notaveis (Rita,

Pereira, Barros, Santos-Buelga, & Ferreira, 2016). Além de fornecerem aromas e sabores
apraziveis, estas bebidas funcionais tém sido amplamente estudadas/procuradas pelos
beneficios fisioldgicos que aportam para 0 nosso organismo, prevenindo ou retardando o
aparecimento de diversas doencas cronicas. (Pereira, Barros, & Ferreira, 2015).

1.2 Caracterizagao das matrizes abordadas neste estudo

Tendo em vista as inumeras potencialidades destas bebidas e o aumento da
procura destes produtos por parte dos consumidores (principalmente daqueles, cujas
funces especificas, estdo relacionadas com a saude) (Godoy et al., 2013), selecionaram-
se quatro espécies, reconhecidas internacionalmente, consumiveis sob a forma de infuséo
e com certa relevancia econémica, cujos produtos sdo passiveis de ser encontrados no
mercado em diversas conformacdes, como por exemplo, a comercializagdo de lotes
premium ou reserva (Figura 1), que variam dos lotes comuns pelas suas caracteristicas

singulares de colheita, como referidos anteriormente.

Cantinho i

Figura 1. Lotes Reserva comercializados pela Empresa “Cantinho das Aromaticas”.

1.2.1 Aloysia citriodora Gémez Ortega & Palau

Aloysia citrodora Gomez Ortega & Palau (Figura 2) apresenta uma sinonimia
cientifica bastante vasta, podendo ser conhecida botanicamente por Verbena citrodora
Cav., Lippia citrodora Kunth, Zappania citrodora Lam., Aloysia triphylla (L’Hérit.)
Britton, Lippia triphylla (L’Hér.) Kuntze ¢ Verbena triphylla L’Hér. Em relagdo aos

nomes vernaculos portugueses apresentados para esta espécie podem-se encontrar
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designac0es, tais como: bela-aloisia, bela-luisa, cidrila, doce-lima, limonete, Itcia-lima,

pessegueiro-inglés e verbena-cidrada (Castroviejo, 1986-2012).

Esta espécie é espontanea na América do sul e é cultivada no norte de Africa
(Marrocos) e sul da Europa (Carnat, Carnat, Fraisse, & Lamaison, 1999) , no qual foi
introduzida no final do século XVII (Quirantes-Piné, Herranz-L6pez, Funes, & Borras-
Linares, 2013). O nome cientifico Aloysia foi atribuido em honra a Maria Luisa de
Borbdn-Parma, rainha de Espanha por casamento com Carlos 1V, e triphylla pelo nimero
de folhas em cada verticilo (Gomes, 2012). A. citrodora é uma angiospérmica
dicotiledonea, integra-se na ordem Lamiales, familia das Verbenaceae e género Aloysia.
E uma espécie arbustiva (2 a 6 m), caducifélia, escabrida (aspera ao tato), com aroma
agradavel a limdo. Apresenta caules eretos, quando adultos sdo mais ou menos cilindricos
e glabrescentes, e 0s jovens exibem sec¢do quadrangular, estriada, escabrida, com pélos
antrosos até 0,2 mm. Com 3 laminas foliares em cada verticilo, raramente 4, limbo da
folha lanceolada a estreitamente lanceolada, com apice agudo e base atenuada, de margem
inteira ou ligeiramente ondulada. A inflorescéncia pode atingir os 25 cm, é terminal em
forma de panicula, laxa e apresenta frequentemente espigas ou racimos de espigas
solitarios na axila de cada folha superior. As suas flores sdo sésseis ou subsésseis (com
corola de cor branca ou lilacinea) agrupadas em verticilos trimeros, e as vezes solitarias.
Apresenta um fruto ovoide ou oblongo de cor castanha, com mericarpos plano-convexos,

pilosos no apice (Castroviejo, 1986-2012).

As folhas de limonete sdo amplamente usadas tanto em culinaria, devido as suas
propriedades aromaticas, em diversos pratos de peixe, aves, marinadas vegetais, em
saladas, geleias, pudins e bebidas, como infusdo de ervas e sorvetes refrescantes (Funes
et al., 2009), sdo também usadas pelas suas propriedades digestivas, antiespasmaodicas,
antipiréticas, antioxidantes e sedativas (Infante, Rubio, Contador, & Moreno, 2010; EI-
Hawary, Yousif, Abdel Motaal, & Abd-Hameed, 2012; Quirantes-Piné, Herranz-Lopez,
Funes, & Borrés-Linares, 2013).
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Figura 2. Aloysia citrodora Gomez Ortega & Palau. (A) forma arbustiva, (B) detalhe da
inflorescéncia e (C) ramo florifero (Crespi & UTAD, s.d.)

O limonete tem sido tradicionalmente empregue no tratamento de asma,
constipacOes, febre, espasmos, flatuléncia, colicas, diarreia, indigestdo, insonia e
ansiedade (Bensabah, Lamiri, & Naja, 2015). A bioatividade desta espécie esta associada
a presenca de 6leo essencial e de diversos compostos polares como fenilpropandides,
flavonoides, acidos fenolicos e iridoides glicosidicos (Carnat, Carnat, Fraisse, &
Lamaison, 1999; Quirantes-Piné, Herranz-Ldépez, Funes, & Borras-Linares, 2013). O
verbascésido (acte6sido), um fenilpropandide glicosidico, compreende 0,5 a 3,5% do
peso seco de folhas de A. citriodora. Foram descritas diversas propriedades relacionadas
a este composto, incluindo efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes, anti-bacterianos,
anti-tumorais, anti-fangicos, fotoprotectores e quelantes (Funes et al., 2009; Etemad et
al., 2016).

1.2.2 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

Cymbopogon citratos (DC.) Stapf, comumente conhecida como erva-principe
(Figura 3) e anteriormente descrita como Andropogon citratus por De Candolle e re-
classificado por Otto Stapf (Negrelle & Gomes, 2007), € um arbusto perene e cresce em
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regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (Naik, Fomda, Jaykumar, & Bhat,

2010). Pensa-se gque a sua origem advém da Maléasia, Indochina e Sri-Lanka (Adeneye &
Agbaje, 2007). No entanto, o principal exportador desta planta ¢ a Guatemala, que
comercializa cerca de 250.000 kg por ano, enquanto que os EUA importam cerca de
70.000 kg por ano (Costa, Grangeia, Figueirinha, Figueiredo, & Batista, 2016).

O termo Cymbopogon deriva da palavra grega kymbe (barco) e pogon (barba),
referindo-se a sua inflorescéncia, e Citratus deriva do latim arcaico, que significa folhas
com aroma a limdo. E uma angiospérmica, monocotiledonea, pertencente a ordem das
Cyperales, familia das Poaceae (Gramineae) e género Cymbopogon. E uma espécie
perene, formando touceiras de até 2 metros de altura, com rizomas curtos. Laminas
foliares eretas, glaucas que vdo-se afiliando em direcdo a bainha, com ligulas
arredondadas ou truncadas. Possui inflorescéncia paniculada, composta por pares de
racimos espiciformes (espiguetas), uma sessil e outra pedunculada. As espiguetas sesseis
canaliculadas no lado ventral, margens crescentes, ciliadas. Glumas, a inferior lanceolada,
bilobulada no &pice e a superior lanceolada, normalmente nervada. Lemna lanceolada
bifida. O fruto é uma cariopse oblonga e indeiscente (Negrelle & Gomes, 2007; Royal

Botanic Gradens).

Devido as suas propriedades aromaticas a limédo é muito utilizado na gastronomia
asiatica (Ajayi, Sadimenko, & Afolayan, 2016). C. citratus é igualmente considerada uma
espécie de elevado valor econdmico devido as suas aplicacGes nas diversas areas da
industria da perfumaria, cosmética, farmacéutica e alimentar, como também pela sua
elevada capacidade de adaptacdo a climas moderados e condi¢bes climaticas
extremamente criticas (Costa, Grangeia, Figueirinha, Figueiredo, & Batista, 2016). A
infusdo de erva-principe tem suscitado um enorme interesse por parte dos consumidores,
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, incluindo sabor, aroma (distintivo a liméo),

cor e intensidade.

No entanto, muitos outros consumidores utilizam a infusédo ou decocgdo desta
planta por razdes fisioldgicas (Ekpenyong, Akpan, & Nyoh, 2015). Vaérios estudos
apontam para o seu uso tradicional como agente anti-inflamatorio, antipirético,
antiprotozoario, antifungico, anti-maléarico, antiespasmddico, anticancerigeno,

antioxidante, cardioprotetor, antitdssico, antirreumatico, analgésico, diurético, sedativo e
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no tratamento de disturbios gastrointestinais e nervosos (Ekpenyong, Akpan, & Nyoh,
2015; Chukwuocha, Fernandez-Rivera, & Legorreta-Herrera, 2016; Costa et al., 2016),
no entanto na Tailandia esta planta é usada como repelente de insetos (Soonwera &
Phasomkusolsil, 2015).

Figura 3. Cymbopogon citratos (DC.) Stapf. (A) forma arbustiva, (B) detalhe das laminas foliares e (C)
detalhe da inflorescéncia (Soul, 2011; McDonald, 2013; Herbals, 2016).

1.2.3 Mentha spicata L.

Mentha spicata L., (Figura 4) designada vernaculamente como horteld, hortel&-
comum, horteld-das-cozinhas, horteld-verde, horteld-vulgar, mantrage, mentastro,
mentastro-das-boticas, mentrasto e montraste. Esta planta é nativa da Africa, Asia
temperada e Europa e encontra-se amplamente distribuida pela Europa, Africa, Asia e
América do Norte juntamente com outras espécies do mesmo género (19 espécies e 13
hibridos naturais) (Kedia, Prakash, Mishra, Chanotiya, & Dubey, 2014).

7

M. spicata € uma angiospérmica, dicotiledonea, pertencente a ordem das
Lamiales, da familia das Lamiaceae e género Mentha L. Erva rizomatosa, com caules
glabros ou glabrescentes, folhas de ovadas a lanceoladas, levemente dentadas, arqueadas
para baixo, rugosas na epiderme superior, com nervuras bem marcadas na epiderme

inferior, glabras ou pilosas somente nas nervuras e com glandulas esferoidais na epiderme
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inferior, quanto a cor das folhas, a epiderme superior apresenta um tom verde mais escuro

e a epiderme inferior um tom mais claro.

Figura 4. Mentha spicata L. (A) forma do arbusto, (B) detalhe das folhas e (C) detalhe
da inflorescéncia. (Oakeley; Plants; UTAD)

A inflorescéncia é uma espiga laxa formada por 6-23 verticilastros, mais ou menos
separados, com 28 flores ou mais em cada um, por vezes ramificada ou composta, com
bracteas aciculares ou lanceoladas e bractéolas lineares mais pequenas. Quanto as flores,
estas apresentam cdlice de cor creme ou purpura e anteras de cor roxa. Nuculas (ou clusas)
elipsoides com superficie de insercdo grande e branca de cor pardo (Castroviejo, 1986-
2012).

A hortela é uma espécie com relevancia econdémica e é extensivamente usada na
indUstria alimentar e farmacéutica, perfumaria e confeitaria, como também aplicada a
pastilhas elasticas e a pasta de dentes. Esta também é muito utilizada para a producéo de
Oleos essenciais e foi reconhecida como segura (GRAS) pela Food and Drug
Administration (FDA) numa dieta regular, podendo ser consumida com segurancga
(Crysargyris, Nikolaidou, Stamatakis, & Tzortzakis, 2017). E conhecida pela sua
capacidade de favorecer as funges da memoria, por exemplo o extrato de folhas cozidas

é usado para aliviar solugos (contracdo espasmddica e involuntaria do diafragma),
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flatuléncia, vertigens, bronquite, é também usado como anti-inflamatdrio e para controlar
0s vomitos durante a gravidez. Também atua como agente inseticida, antimicrobiano,
antiespasmadico, antiagregante plaquetario e antioxidante (Arumugam, Priya, Subathra,
& Ramesh, 2008; Rita, Pereira, Barros, Santos-Buelga, & Ferreira, 2016).

1.2.4 Thymus x citriodorus (Pers.) Schreb.

Thymus x citriodorus (Pers.) Schreb. tradicionalmente conhecido como tomilho
lim&o, nome atribuido devido ao seu agradavel aroma a liméo (Figura 5), é um hibrido
de Thymus vulgaris L. Thymus pulegioides L. (Schmidt, Bischof-Deichnik, & Stahl-
Biskup, 2004). E uma angiospérmica, dicotiledonea, pertencente a ordem das Lamiales,
familia das Lamiaceae e género Thymus. Este género contém cerca de 220 espécies, estas
hibridam facilmente, principalmente aquelas que partilham do mesmo numero
cromossomatico. O tomilho limdo é uma planta sufruticosa, perene e ereta, com caules
de secdo quadrangular ou arredondada. Os rebentos e folhas séo geralmente pilosos. As
folhas séo, opostas, glaucas com bordas brancas. A inflorescéncia é formada por
verticilastros mais ou menos densos, com flores de cor rosa (Castroviejo, 1986-2012;
Omidbaigi, Sefidkon, & Hejazi, 2005).

O tomilho lim&o € uma espécie nativa do sul da Europa, sendo cultivada na regido
mediterranea para fins culinarios e fins medicinais em forma de infusdo (Pereira, Peres,
Silva, Domingues, & Cardoso, 2013). Tem sido usada como diaforético e no tratamento
de bronquite e verificou-se que possui propriedades desodorizantes, antissépticas,
antimicrobianas, antifungicas, hepatoprotetoras e antioxidantes (Omidbaigi, Sefidkon, &
Hejazi, 2005; Pereira, Macias, Perez, Marin, & Cardoso, 2013).
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Figura5. T. x citriodorus (Pers.) Schreb. (A) detalhe da folhas, (B) detalhe dos ramos e flores. (Garcia-
Cabral & UTAD)

1.3 Antioxidantes

No contexto anterior & possivel verificar que todas as espécies referidas
apresentam potencial bioativo, que depende diretamente das caracteristicas do conjunto
de fitoquimicos presentes, alguns deles sdo biologicamente ativos, enquanto outros
necessitam de ser metabolizados, extraidos ou ambos para exercer efeitos benéficos (Pires
M.S., Martins, Carvalho, Barros, & Ferreira, 2016).

Grande parte destas propriedades bioativas estdo relacionadas com a presenca de
compostos fendlicos, especialmente flavonoides. Este grupo de biomoléculas tem sido
alvo de diversos estudos e associado a propriedades antioxidantes e a consecutiva reducao
de doencas cronicas induzidas pelo stress oxidativo (Barroso et al., 2014). O stress
oxidativo foi definido por Sies (1985) como “uma perturbagéo no equilibrio prooxidante-
antioxidante em favor do primeiro” (Niki, 2016), ou seja, o stress oxidativo ocorre quando
existe um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas em detrimento das defesas
antioxidantes. As espécies reativas, coloquialmente denominadas por radicais livres, sdo
atomos, moléculas ou iGes com um ou mais eletrdes desemparelhados, e por isso sdo
altamente instaveis e ativas em relacéo a rea¢fes quimicas com outras moléculas. Podem

derivar de trés elementos: oxigenio (ROS, espécies reativas de oxigénio), azoto (RNS,
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espécies reativas de azoto) e enxofre (RSS, espécies reativas de enxofre), sendo que as de

azoto e enxofre derivam das de oxigénio.

As ROS incluem espécies reativas radicalares como o anido superéxido (O2), o
radical hidroperdxilo (HO2"), radical hidroxilo ("OH), 6xido nitrico (NO) e outras espécies
como o peroxido de hidrogénio (H20,), oxigénio singleto (*O2), acido hipocloroso
(HOCI) e peroxinitrito (ONOO"). As RNS derivam da reacdo de NO com O, formando
ONOO:'". As RSS séo facilmente formadas a partir da reacdo de ROS com tiois, formando
dissulfuretos, estes podem ser oxidados pelo peroxido de hidrogénio a pH fisioldgico,
dando lugar a mondxido e didxido de disulfuretos. Os efeitos da formacao de RSS podem
ser comparaveis aos efeitos do peroxinitrito, apesar de interagirem especificamente com
tidis e, por isso, possuirem alvos celulares especificos. No entanto existem outros
compostos de enxofre em estados de oxidacéo elevados, que incluem radicais de tiilo,
trissulfuretos e acidos sulfénicos. (Giles, Tasker, & Jacob, 2002; Carocho & Ferreira,
2013). Os principais alvos de ROS, RNS e RSS séo proteinas, moléculas de ADN (acido
desoxirribonucleico) e RNA (&cido ribonucleico), acucares e lipidios. As proteinas sao
consideradas os alvos celulares iniciais mais provaveis, em relacdo ao ‘OH e outros
radicais fortemente oxidantes, pois constituem cerca de 70% da massa das células.
Existem trés maneiras distintas das proteinas serem modificadas oxidativamente: i)
modificacdo oxidativa de um aminodacido especifico, ii) clivagem de péptidos mediada
por radicais livres e iii) formacédo de reticulacdo proteica devido a reacdo com produtos
da peroxidacdo lipidica (Carocho & Ferreira, 2013; Gebicki, 2016).

No ADN os danos produzidos podem ser de natureza quimica ou estrutural,
seguindo um padrdo especifico de modificacGes, como a producdo de zonas com bases
livres, deleces, ruturas nas cadeias, modificacdo de todas as bases, alteracdes estruturais,
ligacbes cruzadas ADN-proteina e arranjos cromossémicos (Cadet et al.,1999;
Chatgilialoglu & O'Neill, 2001; (Dizdaroglu, Jaruga, Birincioglu, & Rodriguez, 2002;
Carocho & Ferreira, 2013).

Em relacdo aos agucares, os radicais livres formados durante a glicacdo precoce
podem contribuir para o dano glicoxidativo. Durante os estagios iniciais de glicosilacdo
ndo enzimatica, a fragmentacdo do agucar produz espécies de cadeia curta como o

glicoaldeido, cuja cadeia é demasiado curta para ciclizar e, por conseguinte, propensa a
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auto-oxidacdo, formando o radical superoxido. A reacdo em cadeia resultante do radical

pode formar o e B-dicarbonilos, que sdo mutagénicos (Sarma & Medhi, 2006; Carocho &
Ferreira, 2013).

J& a peroxidacdo lipidica é iniciada por um ataque mediado por um radical, no
qual a cadeia lateral de um &cido gordo ¢ atacada a fim de abstrair um a&tomo de hidrogénio
de um carbono metileno. Quanto mais ligacdes duplas se apresentem nos acidos gordos,
mais facil se torna a remogdo de hidrogéenios e consequentemente a formacdo de um
radical. Apés essa remogdo, o radical lipidico do carbono central pode sofrer rearranjo
molecular, reagindo com oxigénio formando um radical peroxilo. Estas moléculas
altamente reativas podem interagir com o hidrogénio de moléculas circundantes e
propagar uma reacdo em cadeia de peroxidacao lipidica (Carocho & Ferreira, 2013). Estes
acontecimentos podem desencadear uma série de processos patoldgicos graves como
cancro, doencas cardiovasculares (aterosclerose e AVC), distarbios neurolégicos, renais,
hepaticos, hipertensdo, artrite reumatoide, inflamacéo, doencas degenerativas associadas
ao envelhecimento, diabetes mellitus, complicacdes diabéticas, cataratas, obesidade,
autismo, Alzheimer, Parkinson e Hungington, vasculite, glomerulonefrite, l0pus
eritematoso, Ulceras gastricas, hemocromatose e pré-eclampsia, entre outras (Carocho &
Ferreira, 2013; Lespade, 2013; Pisoschi & Pop, 2015).

Contudo, estas espécies reativas sdo importantes do ponto de vista fisiol6gico,
pois atuam em diversos processos, como neurotransmissdo, regulacdo da pressao
sanguinea, mecanismos de defesa e regulacdo da resposta imunitaria (Ferreira, Barros, &
Abreu, 2009), no entanto, deve-se preservar o equilibrio (de producdo de radicais e
defesas antioxidantes), para o qual é necessario que haja uma manutencao de bons niveis
de antioxidantes e eliminadores de radicais livres, conseguida através da dieta alimentar
e evitando comportamentos que conduzam a uma maior producédo de espécies reativas de
oxigénio, como tabaco, exposicdo a ambientes poluentes e xenobidticos (Barros, Duefias,
Carvalho, Ferreira, & Santos-Buelga, 2012). As fontes endogenas mais significativas de
espécies oxidantes responsaveis pelo envelhecimento foram identificadas nas
mitocdndrias, principalmente na cadeia transportadora de eletrfes e nas reacdes de
sintese-catalise de O0xido nitrico. As fontes de radicais livres ndo mitocondriais sdo as que
resultam da reagdo de Fenton, complexo enzimatico do citocromo P450 microssomal, a

beta-oxidacao peroxissomal e as celulas fagociticas ativadas (Pisoschi & Pop, 2015).
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Os antioxidantes interagem com os radicais livres concluindo a reagdo em cadeia

antes das moléculas vitais serem danificadas. Estes atuam por diversos mecanismos:
espécies captadoras que iniciam a peroxidacdo lipidica; ides que quelatam metais, de
modo que sejam incapazes de gerar espécies reativas ou decompdem peroxidos; extin¢do
de O2" para impedir formacdao de perdxidos; quebra das rea¢Ges auto-oxidativas em cadeia
e a reducdo de concentragdes localizadas de O> (Oroian & Escriche, 2015). Existem
diferentes defesas antioxidantes enddgenas enzimaticas, estas sao a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (Gred), ja as
defesas enddgenas ndo enzimaticas incluem a glutationa (GSH), &cido lipoico, &cido urico
entre outros. Apesar do nosso organismo produzir estas defesas, € necessario incorporar
através da dieta alimentar novas fontes de moléculas bioativas, com potencial

antioxidante de modo a combater a producdo excessiva de espécies reativas.

Uma infinidade de antioxidantes naturais ja foram isolados de diferentes matrizes
vegetais, como oleaginosas, cereais, vegetais, frutas, folhas, raizes, especiarias e ervas, o
consumo das mesmas esta fortemente associado a reducdo de risco de desenvolver
doencas cronicas, como cancro e doencas cardiovasculares (Ferreira, Barros, & Abreu,
2009). Consideram-se defesas antioxidantes exogenas a vitamina E (o-tocoferol),
vitamina C (&cido ascorbico) e K, compostos fendlicos, como flavonoides e acidos
fenolicos, carotenoides e alguns minerais (Carocho & Ferreira, 2013). As infusbes
preparadas com diferentes espécies de plantas sdo uma excelente alternativa para a
obtencdo destes principios ativos, podendo contribuir consideravelmente para 0 aumento
de ingestdo de compostos biologicamente ativos, como o caso dos compostos fendlicos,
este é considerado um dos grupos de compostos bioativos com efeitos benéficos para a
salde (Port's, Chisté, Godoy, & Prado, 2013).

1.3.1. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo ubiquos em todos os 6rgdos das plantas e portanto
integram-se na dieta humana. Ja foram relatadas mais de 8000 estruturas de fenolicos,
estando dispersos extensamente por todo o reino Plantae (Oroian & Escriche, 2015). Na
ultima metade do século XX, o interesse nestes compostos obtidos através dos alimentos

aumentou devido as suas capacidades antioxidantes e de eliminacdo de radicais livres,
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anti-inflamatoria, modulacéo da transducédo de sinal, atividades anti-microbianas e anti-

proliferativas (Oroian & Escriche, 2015).

Os mecanismos de acdo antioxidante mais citados para os compostos fenolicos
sd0 a sua capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio e a capacidade como
agentes quelantes de ides metélicos. A biodisponibilidade e a atividade bioldgica destes
compostos estdo relacionadas com a sua estrutura quimica e bio-distribuicdo no
organismo (Port's, Chisté, Godoy, & Prado, 2013).

Estas moléculas aromaéticas hidroxiladas possuem um ou mais anéis aromaticos
contidos na sua estrutura com um ou mais grupos hidroxilo, estes encontram-se
vulgarmente, como j& citado anteriormente, em diversos vegetais, frutas e outras classes
de alimentos que fazem parte de uma porcao significativa da nossa dieta. Os compostos
fenolicos acumulam-se como produtos finais da via do shikimato e acetato, podendo
variar desde moléculas relativamente simples (&cidos fenodlicos, fenilpropanoides e
flavonoides) até compostos imensamente polimerizados (lenhinas, melaninas e taninos),
sendo que os flavonoides sdo considerados o subgrupo mais comum e com ampla

distribuicdo nas plantas (Ferreira, Barros, & Abreu, 2009).

Os acidos fendlicos sdo constituidos por derivados de acido benzoéico (&cidos
hidroxibenzdicos) e do &cido cindmico (&cidos hidroxicinamicos), consistem num anel
benzénico acoplado a um grupo carboxilico (acidos benzdicos) ou a um &cido propanoico
(&cidos cinamicos) (Oroian & Escriche, 2015). Estes compostos exercem bioatividade
agindo como quelantes e captadores de radicais livres, com especial impacto sobre os
radicais hidroxilo e peroxilo, e anides superoxido e peroxinitritos. Um dos compostos
mais estudados, dentro dos acidos hidroxibenzdicos, é o acido galico, também percursor
de muitos taninos e no caso dos acidos hidroxicindmicos, o &cido cafeico, pois este esta

presente em muitas matrizes e apresenta um elevado potencial antioxidante.

Os flavonoides sdo uma classe de compostos que inclui flavonois, flavandis,

antocianinas, isoflavonoides, flavanonas e flavonas (Figura 6).

Todos estes subgrupos de compostos partilham o mesmo esqueleto de

difenilpropano (C6-C3-C6) (Figura 7). A estrutura basica destes compostos consiste em
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dois anéis aromaticos (anéis A e B) ligados por uma cadeia de trés carbonos que é

usualmente num anel heterociclico oxigenado, ou anel C.

Flavonas Flavonéis Flavanonas
+
94 = (I‘
(1
OH OH P OH
(o}
Flavanondis Flavandéis Antocianidinas

(e}
Isoflavonas
Chalconas

Figura 6. Diferentes estruturas quimicas de flavonoides.

As flavanonas e flavonas normalmente sdo encontradas em conjunto (nas mesmas
frutas) e estdo unidas por enzimas especificas, enquanto que as flavonas e flavondis nao
partilham deste fendGmeno, pois existe uma exclusdo mutua., no caso das antocianinas,

estas também estdo ausentes em espécies ricas em flavanonas (Rice-Evans, Miller, &
Paganga, 1995).
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Figura 7. Estrutura genérica dos flavonoides.
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As propriedades antioxidantes dos flavonoides resultam dos grupos hidroxilo

presentes nos aneéis da estrutura, podendo atuar como agentes redutores, doadores de
hidrogénio, inibidores de oxigénio singleto e de radicais superdxido e agindo como
quelantes metélicos. Também funcionam como ativadores de antioxidantes enzimaticos,
reduzem os radicais a-tocoferol (tocoferoxilos), inibem oxidases, diminuem o stress
nitrosativo e intensificam os niveis de &cido Urico e moléculas de baixo peso molecular
(Carocho & Ferreira, 2013). Tendo em vista todos os beneficios concedidos atraves do
consumo destas moléculas, existe uma necessidade de entender como tirar maior partido

destas moléculas.

O teor de compostos bioativos presentes numa matriz vegetal é influenciado por
diversos fatores, tanto fisicos, como bioldgicos, incluindo também tempos de colheita,
genotipos, técnicas de cultivo, condigBes climéticas durante o periodo de crescimento,
entre outras. Portanto é necessario conhecer as acumulacdes sazonais dos principios
bioativos, de forma a desenvolver critérios bem definidos acerca do melhor periodo de
coleta das plantas ou partes destas usadas para a formulacéo de infusdes ou outros fins
(Jiao et al., 2013; Inui, Okumura, Matsui, Hosoya, & Kumazawa, 2017).

Diversos estudos tém sido realizados de modo a avaliar a composicao de infusdes
de diversas matrizes e 0s seus potenciais efeitos para a salde humana, ganhando desta
forma uma grande relevancia, atraindo consumidores para um maior consumo deste tipo
de formulacdes (Jiao et al., 2013). Devido a este fendmeno o estudo de comparacdo de
diferentes lotes (normal e reserva) de infusBes das espécies: A. triphylla, C. citratus, M.
spicata e T. citriodorus pode ser uma mais-valia, a fim de fornecer informacdes cientificas
sobre as potenciais diferencgas entre os dois diferentes tipos de lotes, de modo a auxiliar o
consumidor numa escolha mais consciente (Rita, Pereira, Barros, Santos-Buelga, &
Ferreira, 2016).

1.4 Avaliacao da atividade antioxidante

Os métodos in vitro tém sido amplamente usados para a avaliacdo da atividade
antioxidante de diversas matrizes (Oroian & Escriche, 2015). Existem inUmeros ensaios
com esse objetivo, cada um com um alvo especifico na matriz, no entanto todos
apresentam vantagens e desvantagens. Nao existem métodos que possam fornecer

resultados inequivocos, por isso deve-se sempre optar por realizar diversos ensaios em
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vez de se optar por uma abordagem unidimensional. Alguns destes procedimentos

utilizam antioxidantes sintéticos ou radicais livres, outros sdo especificos para a
peroxidacao lipidica e tendem a necessitar de células animais ou vegetais e outros atuam

num ambito mais amplo (Carocho & Ferreira, 2013).

O ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo)) é um método
espetrofotométrico amplamente utilizado por ser um método rapido e facil para estudar a
capacidade captadora de radicais livres dos antioxidantes. Foi inicialmente desenvolvido
por Blois (1958), sendo a molécula do DPPH um radical livre estavel, de coloragéo escura
(violeta escuro) e soltvel numa solucdo alcodlica, como o metanol ou etanol. A sua
absorcdo maxima é aproximadamente aos 515 nm, devido a existéncia de um eletrdo ndo
emparelhado. A medida que este eletrdo se emparelha, devido a presenca de um
antioxidante (doador de H), a resisténcia a absorcao diminui. Portanto pode-se observar
uma mudanca de cor violeta para amarelo (Figura 8). Esta alteracdo de cor é devido a
alteracdo na absorvancia, sendo utilizada para determinar a atividade antioxidante de uma

molécula ou matriz (Wollinger et al., 2016).

A partir deste ensaio é entdo possivel determinar a concentracdo efetiva (ECso)
para os antioxidantes. Este parametro € definido como a quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a absorvancia de DPPH em 50% da absorvéncia inicial (Mishra,
Ojha, & Chaudhury, 2012). Existem, no entanto, diversos fatores que podem influenciar
os resultados obtidos, como o tempo de incubacao ao qual é submetida a amostra e o tipo
de solvente utilizado. A presenca de oxigénio, luz e o pH da mistura reacional também
podem afetar a absorvancia de DPPH (Sharma & Bhat, 2009).
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Figura 8. Reac¢&o entre o radical DPPH (violeta) e um antioxidante, bloqueando o radical DPPH (amarelo).
Os espectros UV/VIS correspondentes sdo exibidos. Uma diminuic&o significativa da absorvancia a 515
nm aparece durante a reacao e pode ser utilizada para seguir a reacdo (Wollinger et al., 2016).

O ensaio FRAP (poder antioxidante por reducdo do ido férrico), baseia-se na
capacidade de um composto reduzir o complexo tripiridiltriazina férrico amarelo (Fe (I11)
— TPTZ) ao complexo ferroso azul (Fe (1) — TPTZ) pela acdo antioxidante doadora de

eletrbes, representado no esquema a seguir.

Fe(CN)e> + antioxidante » Fe (CN)s* + antioxidante oxidado

Fe (CN)¢* + Fe 3* » Fe[Fe(CN)s]

A resultante cor azul é posteriormente medida espectrofotometricamente a 690
nm. E uma técnica simples, rapida, barata e robusta e ndo requer equipamento
especializado, pode ser realizado utilizando métodos automatizados, semiautomaticos ou

manuais. No entanto esta técnica oferece algumas desvantagens, como por exemplo: o Fe
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(II) é um “prooxidante” ¢ pode reagir com H>O> para produzir o radical hidroxilo (OH*)
(considerado o radical mais nocivo). A capacidade de um composto produzir Fe (1) a
partir de Fe (Ill) designado "poder antioxidante™ no ensaio FRAP pode refletir na
capacidade que alguns antioxidantes tém de reduzir espécies reativas, no entanto nem
todos os redutores capazes de reduzir Fe (I11) sdo antioxidantes, pois qualquer substancia
doadora de eletrdes, mesmo sem propriedades antioxidantes com potencial redox inferior
ao do par Fe (111)/ Fe (Il), pode contribuir para o valor de FRAP e indicar valores
falsamente positivos (Karadag, Ozcelik, & Saner, 2009).

Os carotenoides descoloram através de autoxidacdo induzida pela luz, calor ou
radicais peroxilo (Karadag, Ozcelik, & Saner, 2009). O ensaio de inibicdo de
descoloragdo do B-caroteno é amplamente utilizado para medir a atividade antioxidante

de extratos de plantas.

Os radicais lipidicos, produtos de auto-oxidacdo do &cido linoleico atacam as
ligagdes duplas do -caroteno provocando assim a sua descoloracdo que posteriormente
é medida espectrofotometricamente a 470 nm (Kato, Aoshima, Saitoh, & Miwa, 2009).
Esta descoloracdo pode ser prevenida pela agdo dos compostos antioxidantes como se

verifica no esquema seguinte:

B-caroteno-H + ROO* » [B-caroteno’(descolorada) + ROOH

B-caroteno-H + ROO * + A-H » [B-caroteno-H+ ROOH +A*

Muitas vezes a descoloragdo de B-caroteno pode derivar de outros fatores e

consequentemente dificultar a interpretacédo de resultados.

O ensaio de inibicdo de peroxidacao lipidica através do método TBARS (acido
tiobarbitarico) é muito utilizado, embora requerendo controlos rigorosos (Carocho &
Ferreira, 2013). Este baseia-se na determinagdo espectrofotométrica do complexo rosa
formado apos a reagdo de uma molécula de malondialdeido (MDA) com duas moléculas
de &cido tiobarbiturico (TBA), sendo medido a absorvancia de 532 nm (Figura 9) ou por
fluorescéncia a 553 nm (Carocho & Ferreira, 2013; Wenjiao, Yongkui, Yunchuan,
Junxiu, & Yuwen, 2014).
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Figura 9. Formagdo de complexo pela reagdo entre molécula de malondialdeido (produto de peroxidacéo
lipidica) e duas moléculas de acido tiobarbiturcio.
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2. OBIJETIVOS

Tendo em vista 0 aumento do consumo de cha e as novas exigéncias do mercado,
diversas empresas tém desenvolvido produtos com caracteristicas diferenciadas de forma
a satisfazer as necessidades do consumidor (Gramza-Michatowska, Kulczynski, Xindi, &
Gumienna, 2016). Desta forma, surgem os lotes de reserva, caracterizados por conter
partes de plantas especificas, coletadas através de técnicas otimizadas, que lhes fornecem
uma notabilidade organolética distinta (Rita, Pereira, Barros, Santos-Buelga, & Ferreira,
2016). Entre estes, encontram-se quatro espécies economicamente importantes: Aloysia
tryphilla (L’Herit.) Britton, Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Mentha spicata L. e

Thymus x citriodorus (Pers.) Scherb., no qual se baseou este estudo.

Foi entdo realizada a avaliacdo da bioatividade dos lotes normais e reserva destas
espécies, através da avaliacdo do potencial antioxidante em diferentes ensaios in vitro:
atividade captadora de radicas DPPH, poder redutor e inibicdo da peroxidacao lipidica
(ensaio B-caroteno e radical linoleato) e TBARS (inibicdo de produtos formados pela
peroxidacdo lipidica que reagem com o &cido tiobarbitarico).

Posteriormente procedeu-se a determinacdo do perfil de compostos bioativos,
nomeadamente compostos fendlicos, através de analise de cromatografia de alta
eficiéncia acoplada a detetores de diodos e de espectrometria de massa dos lotes normais

e reserva das quatro espécies em estudo.

No final foi realizada a comparacdo dos resultados obtidos entre os dois lotes e 0s
compostos detetados foram correlacionados com as bioatividades.

Através dos resultados obtidos, é possivel fornecer informacéo cientifica, de forma a
permitir que o consumidor adquira uma opinido mais consistente a cerca destes novos

produtos.
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3.  MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao e preparacao das amostras

No presente estudo foram selecionadas amostras provenientes de duas categorias (lote
normal e reserva) de quatro espécies utilizadas para preparacéo de infusdo, sendo estas a
Aloysia tryphilla (L’Herit.) Britton, Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Mentha spicata
L. e Thymus x citriodorus (Pers.) Scherb., os lotes comercializados procedem da empresa

Cantinho das Arométicas sediada em Vila Nova de Gaia, Portugal.

Os lotes normal e reserva tem caracteristicas que os distinguem, o lote reserva €
constituido pelas partes mais jovens da planta colhidas nos meses mais quentes do verao,
0 que lhe confere caracteristicas organoléticas diferenciadas (Rita, Pereira, Barros,
Santos-Buelga, & Ferreira, 2016). A preparacdo das infusdes foi realizada mediante as
indicacdes disponiveis no rétulo, no que respeita a temperatura da agua, tempo de
extracdo, e concentracdo, excepto para C. citratus, cujas infuses foram concentradas de

forma a realizar os ensaios.

3.2 Padrodes e reagentes

O solvente acetonitrilo de grau HPLC e o 4cido formico foram obtidos através da
empresa LAB-SCAN analytical sciences (Gliwice, Pol6nia). Os padrdes fenélicos foram
fornecidos pela Extrasynthese (Genay, Franga). O radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) foi obtido pela Alfa Aesar (Ward Hill, MA,USA). O Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) é proveniente da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). A 4gua utilizada foi previamente tratada através do sistema de purificacdo de agua
Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).

3.3 Preparacdo dos extratos aquosos

As infusBes foram preparadas tendo em conta as indica¢fes do roétulo, como
mencionado anteriormente. Foram pesados 300 mg, 300 mg, 900 mg e 300 mg de material
seco de A.citriodora, T. citriodorus, C. citratus e M. spicata, respetivamente) por cada
100 mL de agua destilada previamente aquecida a 90°, 85° 90° e 90°C, e deixou-se

repousar a temperatura ambiente por 7, 7, 5 e 5 minutos, respetivamente.
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As infusdes (solugbes mae) obtidas foram posteriormente submetidas a sucessivas

diluicdes de modo a realizar os ensaios relativos a atividade antioxidante e também

analisado o seu perfil fendlico (apo6s filtragem a partir de filtros de nylon 0,2 um).

3.4 Andlise dos compostos fendélicos por HPLC-DAD-ESI/MSn

As infusdes filtradas foram submetidas a analise cromatografica atraves do sistema
Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) equipado com
uma bomba quaternaria, um injetor automatico (a 5 °C), um desgasificador e um
compartimento de coluna com termostato automatizado. A dete¢do dos compostos foi
efetuada com detetor de diodos (DAD), usando os comprimentos de onda de 280 nm, 330
nm e 370 nm e acoplado a um detetor de espectrometria de massa (MS). A separacao
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 Cis (3
pm, 4.6 mm x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA), a 35 °C. A fase movel foi 0,1% de
acido formico em agua (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de eluicéo foi de 15% B (5
min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10

min), e a coluna foi reequilibrada (10 min) utilizando um fluxo de 0,5 mL/min.

A detecdo de MS foi realizada utilizando uma espectrometro de massa lon Trap Linear
LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), equipada com uma fonte de ionizacao
electrospray (ESI). O gas de arraste utilizado foi azoto (50 psi); o sistema trabalhou com
uma voltagem de spray de 5 kV, a uma temperatura inicial de 325 °C e tenséo capilar de
-20 V. A voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V. Os espetros foram gravados
em modo de ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35
(unidades arbitrarias). Os dados foram recolhidos e analisados utilizando o programa
Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

Os compostos foram identificados através da informacédo obtida (tempos de retencdo, e
espectros UV-VIS e massa) por compara¢do com compostos padrdo, quando disponiveis,
ou utilizando dados repostados na literatura. Para a quantificacdo foram obtidas curvas de
calibracdo de compostos fendlicos padrdo (Extrasynthése, Genay, France), construidas
com base no sinal UV de cada composto. As moléculas que nao foram identificadas com
padrdes comerciais disponiveis, foram quantificados através da curva de calibracdo dos

padrdes mais similares. Os resultados foram expressos em pg/mL de infuséo.
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3.5 Avaliacdo das propriedades antioxidantes através de
metodos in vitro

3.5.1 Atividade captadora de radicais DPPH

Esta metodologia (Figura 10) foi realizada usando o leitor de microplacas ELX800
Reader (Bio-Tek Instruments, Inc.; Winooski, USA). A mistura de reacdo foi colocada
na microplaca de 96 pocos, esta continha as amostras (30 pL) e solugdo metandlica (270
uL) contendo radicais DPPH (6 x10° mol/L). A mistura foi deixada em repouso por 60
minutos no escuro e a atividade captadora de radicais foi medida atraves da reducao
destes, a uma absorvancia de 515 nm. A atividade captadora de radicais (ACR) foi
calculada como percentagem de descoloracdo utilizando a equagéo:

%RSA = [(AbspppH —Abss)/Abspprr] x 100
Em que Abss é a absorvancia da solucdo contendo a amostra, e AbspprH € a

absorvancia da solugdo metanolica de DPPH

Esperar 60 minutos no

30 uL
escuro
Q.*':-\t Extrato ou branco
)
B
270 pL Leituraa 515 nm

DPPH (solugdo metandlica)

Figura 10. Representagdo esquematica do ensaio DPPH.

3.5.2 Poder Redutor

Neste ensaio (Figura 11) as diferentes solucdes do extrato aquoso (0,5 mL) foram
misturadas com tampdo fosfato de sédio (200 mmol/L, pH 6,6, 0,5 mL) e ferricianeto de
potassio (1% w/v, 0,5 mL). A mistura foi incubada a 50 °C por 20 minutos, e foi
adicionado acido tricloroacético (10% wi/v, 0,5 mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada
numa microplaca de 48 pocos, juntamente com agua desionizada (0,8 mL) e cloreto de
ferro (0,1% wi/v, 0,16 mL), e a absorvancia foi medida a 690 nm no leitor de placas

mencionado anteriormente.
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Figura 11. Representa¢do esquematica do ensaio do poder redutor.

3.5.3 Inibicao da descoloracdo do B-caroteno

A solucdo de B-caroteno (Figura 12) foi preparada atraves da dissolucéo desse mesmo
composto (2 mg) em cloroférmio (10 mL). Num baldo de fundo redondo foram
transferidos 2 mL desta solucéo e posteriormente removeu-se o cloroférmio a 40 °C, sob
vacuo. Sucessivamente juntou-se acido linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400
mg) e 4gua destilada (100 mL) e agitou-se vigorosamente, formando uma emulsao. Foram
transferidos 4,8 mL dessa emulsdo para tubos de ensaio, contendo diferentes
concentragcdes dos extratos (0,2 mL). De seguida agitou-se cada tubo e efetuou-se a
medicdo numa absorvancia de 470 nm (espetrofotometro AnalytikJena), considerando
esta leitura o tempo zero. Posteriormente foram incubados num banho a 50 °C durante 2
h. Apds o tempo determinado, foi novamente efetuada a medicdo dos tubos ao mesmo
comprimento de onda, sendo designada tempo 2h. Preparou-se um branco contendo o

solvente de extracdo (agua). Através da seguinte equacado foi possivel calcular a inibi¢do
da descoloracdo do B-caroteno:

Inibig¢ao da descoloragdo do -caroteno = [(A470 apos 2n/As70 inicial) X 100]
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Figura 12. Representa¢do esquematica do ensaio de inibigdo de descoloragdo do -caroteno

3.5.4 Inibicdo da peroxidacao lipidica através de produtos reativos do acido
tiobarbiturico (TBARS)

Para o ensaio TBARS (Figura 13) foram obtidos tecidos cerebrais de porco, a partir
de animais oficialmente abatidos. Estes foram homogeneizados com Polytron em tampé&o
Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) para produzir uma porcdo de 1:2 (w/v) de homogeneizado
cerebral, centrifugado a 3000g durante 10 minutos. Uma aliquota (100 pL) do
sobrenadante foi incubada com as solucGes das amostras (200 pL) na presenca de FeSO4
(10 mM; 100 pL) e &cido ascorbico (0,1 mM; 100 uL) a 37 °C por 1 h. A reacdo parou
com a adicédo acido tricloroacético (28% w/v, 500 pL), seguido de acido tiobarbiturico
(TBA, 2%, w/v, 380 uL), e depois a mistura foi aquecida a 80 °C por 20 minutos. Apos
centrifugacdo a 3000g por 10 minutos para remover o precipitado proteico, a intensidade
da cor do complexo malondialdeido (MDA) — TBA no sobrenadante foi medido pela sua
absorvancia a 532 nm. A inibicdo da peroxidagdo lipidica (%) foi calculado usando a
seguinte férmula:

Inibicdo da peroxidagdo lipidica (%) = [(A — B)/A] x 100%
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Em que A e B representam a absorvancia do controlo e da solugdo com o extrato,

respetivamente.
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Figura 13. Representacdo esquematica do ensaio de inibicdo da peroxidacéo lipidica através de produtos
reativos de acido tiobarbitdrico.

3.6 Analise estatistica

Os ensaios descritos foram realizados foram utilizadas trés amostras e todos os
ensaios foram realizados em triplicado. Os resultados foram expressos como valores
médios + desvio padrdo correspondentes (SD). Os resultados foram analisados através do
teste-t Student de forma a determinar as diferencas significativas entre duas amostras
diferentes, com p = 0.05. Sempre que o p-value era inferior a 0.001, as diferencas
significativas entre amostras eram consideradas. Para além disso foi realizado o teste de
correlacdo de Pearson entre a atividade antioxidante e os compostos analisados, com um
nivel de confianca de 95%. Estes tratamentos estatisticos foram efetuados utilizando o
programa SPSS v. 23.0.

Influéncia das condigGes de colheita e estado de maturagdo na composigéo fendlica e propriedades bioativas 31
de infusBes de tomilho-limé&o, hortela-vulgar, limonete e erva-principe



CAPITULO III







l INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANGA VNG

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram identificados individualmente a partir do seu tempo de
retencdo, espetros UV-VIS e MS e sempre que possivel procedeu-se & compara¢do com
os padr@es disponiveis. As carateristicas obtidos pela analise por HPLC-DAD-ESI/MS
de cada pico identificado (tempo de retengdo, Amax, id0 pseudomolecular, fragmentos
ionicos principais em MS?), a identificacdo do composto fendlico, e as respetivas
quantidades, das quatro espécies estudadas encontram-se nas Tabelas 1 a 4.

4.1.1 Mentha spicata

A Figura 14 apresenta o perfil fendlico do extrato aquoso da M. spicata (lote reserva)
obtido por infusdo registado a 280 nm,. Os dados relativos ao tempo de retencéo,
absorvancia (Amax), id0 pseudomolecular, fragmentagio molecular MS?, e a tentativa de
identificacdo dos compostos fenolicos, encontram-se representados na Tabela 1.

Os compostos 4, 6, 11 e 14 foram identificados positivamente como &cido cafeico,
luteolina-7-O-rutinésido, acido rosmarinico e luteolina-7-O-glucésido, respetivamente,
por comparacdo com padrées comerciais. Com exce¢do da luteolina-7-O-rutinosido,
todos os restantes compostos foram identificados previamente em diversos estudos
relativos a esta espécie (Dorman, Kosar, Kahlos, Holm, & Hiltunen, 2003; Kivilompolo
& Hyotylainen, 2007; Fatiha et al., 2015).
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Tabela 1. Tempo de retencéo (Tr), comprimento de onda de absorvancia méxima na regido do visivel (Amax), informacéo dos espetro de massa, tentativa
de identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos na infusdo de M. spicata, lotes normal e reserva (média £ SD).

Pico T_r Amax lao mc?lecular Frazgmentos maioritarios Tentativa de identificacéio Quantificagdo (ug/mL) t-Sttue (:fnts
(min) (nm) [M-H] (m/z)  MS* (m/2) Normal Reserva p-value
1Ms 53 328 353 191(100),179(80), 173(6), 161(4), 135(28) Acido 3-O-cafeoilquinico 3,48 + 0,05 45+0,2 0,005
2Ms 7,2 312 - 163(100), 119(50) Derivado de acido p-cumarico 2,45+0,03 6,13+ 0,07 <0,001
3Ms 8,4 328 353 191(38), 179(75), 173(100), 161(5), 135(68) Acido 4-O-cafeoilquinico 5,0+0,01 2,60 £ 0,04 <0,001
4Ms 11,3 326 179 135(100) Acido cafeico 1,6+0.2 45+0,2 <0,001
5Ms 16,3 284, 336sh 595 287(100) Eriodictiol-O-deoxi-hexosil-hexésido 0,96 + 0,05 6,7+0,3 <0,001
6Ms 19,3 348 593 285(100) Luteolina-7-O-rutin6sido 52+0,1 8,6 £0,5 0,003
7Ms 20,1 348 461 285(100) Luteolina-O-glucurdnido 51+01 40,9+0,3 <0,001
gMs 21,1 284 719 359(71), 197(21), 179(14), 161(57), 135(7) Acido sangerinico 54+0,2 13,1+0,1 <0,001
9% 218  284,336sh 717 ggggééﬁg%ﬁg“g?’(ﬂ)' 339(24), 321(27), 313(9), Acido salvianélico E 133404 9,8+0,1 <0,002
10Ms 229 284, 336sh 609 301(100) Hesperetina-O-deoxi-hexosil-hexdsido 2,7+0,1 4,7+0,2 <0,001
11Ms 23,9 330 359 197(50), 179(27), 161(100), 135(21) Acido rosmarinico 101+2 169+ 1 <0,001
12Ms 24,4 326 493 313(12), 295(100), 197(11), 179(7), 161(17), 135(25) Acido isosalvianélico A 12,8+0,3 nd -
13Ms 25,6 348 607 299(100), 284(48) Crisoeriol-7-O-rutinésido 10,6 £0,3 16,2+0,4 <0,001
14Ms 26,6 348 461 285(100) Luteolina-7-O-glucésido 3501 6,9+0,2 <0,001
15Ms 27,6 289, 330sh 717 519(95), 339(13), 321(100), 295(22), 277(7) Acido salvianolico B 7804 16,2+0,3 <0,001
16Ms 27,9 289, 332sh 717 519(100), 339(27), 321(87), 295(13), 277(33) Acido salviandlico | 6,2+04 nd -
17™s 31,1 324 493 359(48), 313(5), 295(4), 197(15), 179(19), 161(100), 135(4) Acido salviandlico A 44403 21,6+0,2 <0,001
Acidos fendlicos totais 164 +3 248 +1 <0,001
Flavondides totais 28,0+0,3 84+1 <0,001
Compostos fendlicos totais 191+3 332+1 <0,001

nd — n&o detetado; Curvas de calibragdo padrdo: composto 1 e 3¥<- acido clorogénico (y=304,25x-248,06); composto 2" - 4cido p-coumarico (y=706,09x+1228,1); composto 4™ — acido cafeico (y=359x+488,4);
composto 5™ — eriodictiol (y=224,31x+148,41); compostos 6™, 7 e 13 ™ _ |uteolina-7-O-rutinosido (y=334,2x-261,39); compostos 8Ms, 9Ms 11 Ms 12Ms 15Ms 16Ms g 17 Ms - 4cido rosmarinico (y= 312,2x-
424,06); composto 10 M — hesperetina (y=792,22x-76,883); composto 14 ™ — luteina-7-O- glucdsido (y=334,2x-261,39).
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Figura 14. Perfil fenélico do extrato aquoso do lote reserva de M. spicata, preparado por infusdo, registado
a 280 nm. Todos os nimeros apresentados no cromatograma correspondem aos compostos identificados na
Tabela 1.

O composto 1 ([M — H]™ a m/z 353) foi identificado como sendo o acido 3-O-
cafeoilquinico com base na sua fragmentacdo MS?, originando um pico base em m/z 191
e um ido em m/z 179 com uma intensidade de 80% relativamente ao pico base,
considerando as caracteristicas do acido 3-acilclorogenico (Clifford, Knight & Kuhnert,
2005). O composto 3 foi facilmente caracterizado pelo seu pico base a m/z 173 [acido
quinico — H — H20]", acompanhado pelo fragmento do seu ido secundario em m/z 179
com aproximadamente 75% de abundancia do pico base, 0 que permitiu identifica-lo
como &cido 4-O-cafeoilquinico de acordo com o padrdo de fragmentacdo descrito por
Clifford, Knight, & Kuhnert (2005). Estes compostos, até o melhor do nosso
conhecimento, ainda ndo foram descritos em M. spicata, embora muitos trabalhos
(Kivilompolo & Hyotylainen, 2007; Benedec et al., 2013; Scherer et al., 2013; Moldovan
et al., 2014; Fatiha et al., 2015) descrevessem a presenca de acido clorogénico nesta
espécie, mas sem indicar especificamente qual a posi¢do do acido quinico, ou seja, sem
distinguir qual o acido cafeoilquinico identificado.

O composto 2 apresenta um espetro UV e um padréo de fragmentacao similar ao
acido p-cumaérico. A presenca deste acido foi descrito anteriormente nesta espécie por
diferentes autores (Kivilompolo & Hyotylainen, 2007; Benedec et al., 2013; Moldovan
et al., 2014; Fatiha et al., 2015), embora essa identidade tenha sido descartada no nosso
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caso, uma vez que o composto detetado eluiu mais cedo do que o padrdo de acido p-
cumarico. Por conseguinte, o pico 2 foi apenas identificado tentativamente como sendo
um derivado do acido p-cumarico.

Os compostos 8, 9, 12, 15, 16 e 17 foram identificados como derivados
hidroxicinamoil, denominados por oligémeros do acido cafeico.

O composto 8 apresentou um ido pseudomolecular [M — H]™ a m/z 719 e
apresentou um Gnico fragmento em MS?a m/z 359 correspondente a [M — 2H]*"; estas
caracteristicas de massa coincidem com as do acido sangerinico, um dimero do acido
rosmarinico descrito por nos anteriormente numa planta da familia Lamiaceae (Barros et
al., 2013; Martins et al., 2015a) Os compostos 12 e 17 apresentam 0 mesmo ido
pseudomolecular [M — H]™ a m/z 493, com um padrdo de fragmentacdo em MS? de m/z
313, 295 e 197, e espetro UV-vis, caracteristico de isomeros do acido salvianolico (Chen,
Zhang, Wang, Yang, & Wang, 2011; Ruan, Li, Li, Luo, & Kong, 2012). Com base na sua
ordem relativa de elui¢éo, descrita por Ruan, Li, Li, Luo, & Kong (2012), estes compostos
foram identificados tentativamente como acido isosalvianolico A e &cido salvianolico A,
respetivamente. Os compostos 9, 15 e 16 apresentam o0 mesmo ido pseudomolecular
([IM—H] em m/z 717) e um padréo de fragmentacao que consistiu por perdas sucessivas
de 198 u (&cido 3-(3,4-di-hidroxifenil)latico, “danshensu”) ou 180 u (4cido cafeico). Estas
caracteristicas podem coincidir com as identidades do acido salviandlico B (também
conhecido por &cido litoespérmico B), E ou L. O &cido salviandlico B contém um anel
furano na sua estrutura que esta ausente nos &cidos salvianolicos E ou L (Ruan, Li, Li,
Luo, & Kong, 2012). De acordo com Liu et al. (2007), o &cido salviandlico B estaria mais
propenso a perder uma unidade de “danshensu” (- 198 u), devido a facilidade do mesmo
em perder o carboxilo ligado ao anel furano, deste modo o pico 9 apresentou uma menor
abundancia no fragmento em m/z 519 (-198) do que nos picos 15 e 16; assim, este ndo
deveria corresponder ao &cido salviandlico B. Desta forma, e com base na ordem de
eluicdo relativa descrita para estes compostos pelos mesmos autores, 0s compostos 9, 15
e 16 poderiam ser identificados tentativamente como acidos salviandlicos E, B e L. De
acordo com o0 nosso conhecimento, todos estes oligomeros de cafeoil foram descritos pela
primeira vez em M. spicata.

Os restantes quatro compostos correspondem a flavonoides. Os espetros UV-VIS dos

compostos 5 ([M — H]  em m/z 595) e 10 ([M — H] em m/z 609) sugerem que se tratam
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de flavanonas. Em ambos os casos, apenas um Unico fragmento de MS? foi liberto,
correspondendo a uma perda de um desoxi-hexosil-hexosido (-308 u) com uma perda aos
fragmentos em m/z 287 ([eriodictiol-H]") e 301 ([hesperetina-H]?), de modo que estes
compostos foram identificados tentativamente como eriodictiol-O-desoxi-hexosil-
hexdsido e hesperetina-O-desoxi-hexosil-hexosido, respetivamente. O eriocitrina
(eriodictiol-7-O-glucotsido) e o eriodictiol, ja foram descritos anteriormente em extratos
hidrossoluveis de Mentha, (Dorman, Kosar, Kahlos, Holm, & Hiltunen, 2003), mas os
glucdsidos de hesperetina, ainda ndo tinham sido descritos nesta espécie.

O composto 7 apresentou um ido pseudomolecular [M — H]” em m/z 461
libertando um i&o de fragmentacdo a m/z 285 ([M — 176], perda de um glucuronil),
permitindo a sua identificacdo tentativa como luteolina-O-glucurénido. O composto 13
(M — H] em m/z 607), produziu um fragmento em m/z 299 (-308 u; com a perda de um
residuo de desoxi-hexosil-hexosido), permitindo a sua identificagdo como crisoeriol-7-
O-rutindsido, tendo em conta a sua identificacdo prévia noutras espécies de Mentha,
nomeadamente o hibrido Mentha x villosa (Fialovaa et al., 2015). A presenca de
luteolina-7-O-glucésido e de luteolina ja foi referida anteriormente em M. spicata,
(Mandana et al., 2012; Dorman, Kosar, Kahlos, Holm, & Hiltunen, 2003; Benedec et al.,
2013; Fatiha et al., 2015; Moldovan et al., 2014), embora os dois compostos aqui
detetados, ainda ndo tivessem sido descritos em M. spicata.

O lote de reserva de M. spicata apresentou uma maior concentracdo de todos 0s
compostos identificados em relagdo ao lote normal (Tabela 1), e em ambas as amostras
0 acido rosmarinico é apresentado como sendo o composto fendlico mais abundante. Para
além disso, os compostos 12 (&cido isosalvianolico A) e 16 (&cido salviandlico L) ndo

foram detetados no lote de reserva.

4.1.2 Cymbopogon citratus

Relativamente a espécie de C. citratus, é possivel observar o perfil fenolico do extrato
aquoso, obtido por infuséo do lote de reserva, registado a 370 nm na Figura 15.

Os lotes normais e de reserva revelaram perfis fendlicos similares, em termos dos
compostos detetados, no entanto o lote de reserva apresentou concentragdes

significativamente superiores em comparac¢do com o lote normal, com um contetdo total
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de compostos fenolicos de 88 e 12,3 pg/mL (Tabela 2), respetivamente. Os flavonoides
foram os compostos predominantes em ambos os lotes, com elevadas concentracGes de
luteolina 2”-O-deoxi-hexosil-6-C-glucdsido e luteolina-6-C-pentosil-8-C-pentosido, mas

0 composto mais abundante em ambos os lotes foi 0 &cido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 15. Perfil fenélico do extrato aquoso do lote reserva de C. citratus, preparado por infusdo, registado
a 370 nm. Todos os nimeros apresentados no cromatograma correspondem aos compostos identificados na
Tabela 2.

Todos os compostos identificados (Tabela 2) em C. citratus ja tinha sido previamente
descritos pelo nosso grupo de investigacdo (Roriz, Barros, Carvalho, Santos-Buelga, &
Ferreira, 2014), em que o flavonoide maioritario encontrado foi, também, a luteolina 2”-
O-deoxi-hexosil-6-C-glucosido mas, contrariamente aos resultados obtidos no presente
estudo, em concentragcdes mais altas que o &cido 5-O-cafeoilquinico. Esta variacdo pode
ser atribuida as diferentes condi¢fes de colheita, devido ao facto de que os &cidos
hidroxicinamicos aparecerem entre 0S compostos que apresentam uma maior
variabilidade durante os meses de primavera-verdo (Costa, Grangeia, Figueirinha,
Figueiredo, & Batista, 2016).
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Tabela 2. Tempo de retencéo (Tr), comprimento de onda de absorvancia méaxima na regido do visivel (Amax), informacéo dos espetro de massa, tentativa
de identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos na infusdo de C. citratus, lotes normal e reserva (média + SD).

) Tr Ao lao MS?2 ) ) o Quantificacdo (pg/mL) Valor de p
Pico (min)  (nm) : I\TOIL(;‘]CI-(IIIT?IE ) (m/2) Tentativa de identificacio Normal Reserva Stfjgz ;—t
1% 670 324 353 191(100),179(4),161(5),135(3) Acido 5-O-cafeoilquinico 3,87+ 0,05 233+0,2 <0,001
2¢ 923 326 179 135(100) Acido cafeico 1,13+0,01 2,88+0,03 <0,001
3% 10,38 350 579 561(10),519(6),489(56),459(100),399(52),369(47) Luteolina 6-C-hexosil-8-C-pentdsido 0,58 + 0,06 5,610 £ 0,003 <0,001
4% 12,88 336 563 545(27),503(40),473(100),443(83),383(90),353(85) Apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexésido 1,2+0,1 7,63+0,08 <0,001
5¢¢ 12,97 336 563 545(20),503(37),473(100),443(83),383(73),353(83) Apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexdsido tr 1,1+0,2  <0,001
6% 13,78 350 593 473(100),429(37),357(26),339(12), 309(20),(35) Luteolina 2°°-O-deoxi-hexosil-6-C-glucésido 1,78 £0,09 157+0,1  <0,001
7°© 14,40 350 549 531(18),489(36),459(100),441(25),429(21),399(55),369(52)  Luteolina 6-C-pentosil-8-C-pentésido 2,02 +0,07 9,7+0,2  <0,001
8% 16,60 344 577 457(26),413(100),341(15),311(14),293(77) Apigenina 2°*-O-deoxi-hexosil-C-hexdsido 0,0010+0,0001  1,8+01  <0,001
9% 17,36 352 563 503(3),473(100),417(17),399(53),357(23),327(25),298(40)  Luteolina 2*’-O-deoxi-hexosil-C-pentdsido tr 122+0,03 -
10 17,80 350 593 447(6),285(22) Luteolina 7-O-neohesperésido tr 226+005 -
11%¢ 19,29 352 563 503(3),473(100),417(17),399(53),357(23),327(25),298(40)  Luteolina 2°’-O-deoxi-hexosil-C-pentésido 0,160 + 0,001 422+0,02 <0,001
12¢¢ 22,34 350 575 531(33),429(38),411(100),367(65),357(15),337(20),309(10) Luteolina 2°’-O-deoxiosil-C-(6-deoxi-pento-hexos-ulosil) 1,13+0,03 6,52+0,07 <0,001
13% 23,38 350 575 531(33),429(38),411(100),367(65),357(15),337(20),309(10) Luteolina 2*’-O-deoxiosil-C-(6-deoxi-pento-hexos-ulosil) 0,44 +0,01 43+0,1 <0,001
14% 24,60 350 577 487(10),473(40),413(100),371(15),323(27) Metilluteolina 2°’-O- deoxi-hexosil-6-C-hexosido. tr 1,60+0,07 -
Acidos fendlicos totais 5,00 + 0,06 262+02  <0,001
Flavonoides totais 73+04 62+1 <0,001
Compostos fendlicos totais 12,3+0,5 88+1 <0,001

tr- vestigios; curvas de calibragéo padrdo: compostos 1 e 2 %, - &cido clorogénico (y = 168823x - 161172); composto 3 ®a 14 ¢ — apigenina-6-C-glucésido (y = 4087,1x + 72589).
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4.1.3 Aloysia citriodora

Na Figura 16 é possivel observar o perfil fenolico do extrato aquoso do lote reserva
de A. citriodora, preparado por infuséo e registado a 280 nm.

Também neste caso, o lote reserva (230 pg/mL) apresentou concentracdes superiores
de compostos fendlicos que o lote normal (182 pg/mL) (Tabela 3). O &cido p-cumarico
foi o Unico &cido fendlico detetado nos lotes normal e de reserva, com concentracfes de

1,65 e 1,91 pg/mL, respetivamente.
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Figura 16. Perfil fen6lico do extrato aquoso do lote reserva de A. citriodora, preparado por infusdo,
registado a 280 nm. Todos 0s nimeros apresentados no cromatograma correspondem aos compostos
identificados na Tabela 3.

Os flavonoides e os derivados de cafeoil feniletandide estdo presentes em
concentragOes similares em ambos os lotes, mas em concentragbes sensivelmente

superiores no lote reserva.

Todos os compostos identificados (Tabela 3) coincidem com as amostras estudadas
anteriormente (Pereira et al.,, 2017b), sendo a luteolina-7-O-diglucurénido e o

verbascosido 0s compostos maioritarios identificados.
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Tabela 3. Tempo de retencdo (Tr), comprimento de onda de absorvancia méaxima na regido do visivel (Amax), informacao dos espetro de massa, tentativa
de identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos na infusdo de A. citriodora, lotes normal e reserva(média + SD).

Pico T-r Amex 10 molecular Ms* Tentativa de identificacdo Quantficagio (ug/ml) valor dep
(min)  (nm) [M-H] (m/z) (m/z) Normal Reserva teste t-Student
14 418 280 461 315(8),135(28) Verbasosido 31+01  3,91+0,10 <0,001
2ne 12,54 344 637 351(100),285(89) Luteolina-7-O-diglucurdénido 67,7+05 87,70+1,02 <0,001
3 13,68 314 163 119(100) Acido p-cumarico 165+0,04 1,91+0,04 <0,001
4hc 15,44 338 621 351(100),269(20) Apigenina-7-O-diglucurénido 8,04+0,06 9,99+0,08 <0,001
5h¢ 1590 330 623 461(18), 315(5) Verbascosido 73%1 93+1 <0,001
6"° 17,42 350 651 351(100), 299(5) Crisoeriol-7-O-diglucurénido 12,6 +0,2 11,1+0,1 <0,001
7" 18,60 330 623 461(18), 315(5) Isoverbascésido 2,6 +0,01 44+0,1 <0,001
gne 18,68 330 623 461(15), 315(10) Forsitosido 246+0,01 450+0,03 <0,001
gre 18,79 350 491 315(100),300(23) Isoramnetina-7-O-glucurénido 565+0,03 7,70+0,04 <0,001
107 20,29 330 637 491(5),461(60), 315(13) Eucovosido 26+02  337+0,05 <0,001
117 26,52 330 651 505(7),475(22) Martindsido 2144005 259+0,04 <0,001
Derivados de cafeoil feniletanoide totais 86,11 112+2 <0,001
Acidos fendlicos totais 165+0,04 1,91+0,04 <0,001
Flavonoides totais 94,0+£0,8 117+1 <0,001
Compostos fendlicos totais 182+2 230+3 <0,001

Curvas de calibragio padrdo: compostos 17, 54¢, 74, 84 10A° e 114° - 4cido clorogénico (y = 388345x + 406369); composto 24°, 4%¢, 64°, 9A° — apigenina-7-O-glucosido (y = 10683x - 45794); composto 3¢ —
acido p-coumarico (y = 301950x + 6966,7).
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No estudo de Pereira, et al. (2017b), as infusdes revelaram maiores concentragdes

de derivados cafeoil feniletandide totais (146,0 pug/mL) que os dois lotes estudados (86,1
e 112 pg/mL para lote normal e reserva, respetivamente), tendo apresentado também uma
maior concentracdo de compostos fendlicos totais (241,04 pug/mL). O nosso grupo de
investigagdo também estudou os extratos hidrometanolicos desta planta, obtendo o
mesmo perfil fenolico e os compostos mais abundantes também foram o0s mesmos
(Pereira et al., 2017a).

4.1.4 Thymus citriodorus

O perfil fendlico do extrato aquoso do lote normal de T. citriodorus, preparado por
infusdo, registado a 280 nm encontra-se representado na Figura 17.

Contrariamente aos resultados obtidos em M. spicata, C. citratus e A. citriodora, a
infusdo preparada a partir do lote normal de T. citriodorus revelou concentragdes de
compostos fenodlicos ligeiramente superiores aos obtidos a partir dos lotes reserva, com

um total de 170 e 154 pug/mL, respetivamente (Tabela 4).
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Figura 17. Perfil fendlico do extrato aquoso do lote normal de T. citriodorus, preparado por infusdo,
registado a 280 nm. Todos 0s nimeros apresentados no cromatograma correspondem aos compostos
identificados na Tabela 4.

Ambos os lotes apresentaram prevaléncia de acidos fendlicos (111 e 92 pg/mL
nos lotes normal e reserva, respetivamente), sendo o acido rosmarinico o mais abundante,

seguido do &cido litospérmico A e o hexoxido de acido rosmarinico.
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Tabela 4. Tempo de retencéo (Tr), comprimento de onda de absorvancia maxima na regi&o do visivel (Amax), informacao dos espetro de massa, tentativa
de identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos na infusdo de Thymus x citriodorus, lotes hormal e reserva(média + SD).

Pico Tr- Amax ldo molecular ~ MS? Tentativa de identificagéo Quantificagio (pg/mL) Valor de p
(min) (nm) [M-H] (m/z) (m/z) Normal Reserva teste t-Student
1 6,24 320 341 179(100),135(88) Hexésido de 4cido cafeico 2,09 + 0,04 2,69 + 0,04 <0,001
2T 6,38 282,327 611 449(100),287(14) Eriodictiol-O-dihexésido tr tr -
3T 9,13 338 593 473(20),383(33),353(27),297(5) Apigenina-6,8-di-C-glucésido 0,44 +0,07 1,05+0,06 <0,001
4T 14,50 340 477 301(100) Quercetina-O-glucurénido 5,68 +0,02 5,65+0,03 0,242
5T 15,33 285,331 463 287(100) Eriodictiol-O-glucurénido 6,17 £0,09 53£01 <0,001
6T 16,60 322 521 359(100),197(13),179(36),161(62),135(21) Hexésido de cido rosmarinico 11,7+03 4,24 £0,06 <0,001
77 17,74 348 461 285(100) Luteolina-7-O-glucurénido 39+1 41,2+09 0,018
8T 20,85 330 359 197(17),179(35),161(100),135(29) Acido rosmarinico 78+2 66+2 <0,001
T 21,99 336 445 269(100) Apigenina-7-O-glucurénido 7,53+0,01 92+0,2 <0,001
10 24,25 290,326sh 537 493(50),359(17),295(33),179(75),135(100) Acido litospermico A 19,4+06 18,807 0,138
Acidos fendlicos totais 111+3 92+2 <0,001
Flavonoides totais 591 62+1 0,008
170 + 4 154 + 4 0,002

Compostos fendlicos totais

tr- vestigios; curvas de calibragdo padrao: composto 1™ - 4cido clorogénico (y = 168823x - 161172); compostos 2™ e 5™ — naringenina (y = 18433x + 78903); composto 3™ - apigenina-6-C-glucosido (y =
4087,1x + 72589); composto 4™ - quercetina-3-O-glucésido (y = 34843x — 160173); composto 6™, 8™ e 10™ — 4cido rosmarinico (y = 191291x — 652903); composto 7™ e 9™ - apigenina-7-O-glucdsido (y =

10683x — 45794).
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Em relacdo aos flavonoides, os compostos maioritarios identificados foram a luteolina-7-
O-glucuronido, apigenina-7-O-glucuronido, eriodictiol-O-glucuronido, e quercetina-O-
glucurdnido. Os compostos detetados nestas amostras (Tabela 4) foram previamente
identificadas pelo nosso grupo de investigacdo em infusdes, decoccdes, e extratos
hidroalcdlicos e metandlicos de Thymus vularis L. (Martins, Barros, Santos-Buelga,
Silva, & Henriques, 2015b; Pereira et al., 2016a; Pereira et al., 2016b).

Em geral, a luteolina-7-O-glucurénido e o acido rosmarinico foram os compostos

mais abundantes nos dois lotes estudados.

4.2 Atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante obtidos nos lotes normal e reserva de M.
spicata, C. citratus, A. citriodora, e T. citriodorus, expressos em valores ECsp, estdo
presentes na Tabela 5. O lote reserva (0,152 a 0,336 mg/mL) de M. spicata revelou uma
atividade antioxidante superior ao lote normal (0,173 a 0,546 mg/mL), apresentando
valores de ECso mais baixos em todos os ensaios. Ambos os lotes revelaram melhores
resultados no ensaio de inibicdo de peroxidagdo lipidica (TBARS), seguido dos ensaios
de poder redutor e de atividade captadora de radicais DPPH. Em ensaios levados a cabo
por outros autores, 0 extrato aquoso de M. spicata revelou um valor de ECso de 65,2
pug/mL (Dorman, Kosar, Kahlos, Holm, & Hiltunen, 2003) e o seu extrato etandlico
apresentou um valor de ECso de 16,2 pg/mL (Fatiha et al., 2015) no ensaio DPPH. Mata
et al. (2007) descreveram valores de atividade captadora de DPPH de extratos aquoso e
etandlico obtidos a partir desta planta, com valores de ECso de 5,7 e 65,2 ug/mL,
respetivamente. Em todos 0s casos, 0s valores da atividade antioxidante foram superiores
aos obtidos no nosso estudo, o que podera estar relacionado com os diferentes solventes
utilizados e as condi¢6es de extracdo aplicadas.

A maior capacidade antioxidante das infusdes de M. spicata foi encontrada no lote de
reserva, podendo estar relacionado com a concentracdo mais elevada de compostos
fendlicos encontrada nesta amostra, estando desta forma em concordancia com a

bioatividade bem conhecida destes compostos.

Influéncia das condigBes de colheita e estado de maturagdo na composigdo fendlica e propriedades bioativas de 45
infusdes de tomilho-lim3o, horteld-vulgar, limonete e erva-principe



l INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANGA

Tabela 5. Atividade antioxidante das infusGes elaboradas a partir dos lotes normal e reserve das espécies M. spicata, C. citratus, A. citriodora e T.
citriodorus, expressas em valores de ECso (mg/mL).

Inibicdo da peroxidacao

Poder redutor Atividade captadora de radicais

lipidica
Ferricianeto/Azul da Prussia At|V|dagglgilptadora B-caroteno/linoleato TBARS
M. spicata lote normal 0,301 + 0,03 0,546 + 0,017 - 0,173+ 0,05
' lote reserva 0,198 + 0,02 0,336 £ 0,03 - 0,152 + 0,05
Valor de p teste t-Student <0,001 <0,001 - <0,001
C. citratus lote normal 2,33 £ 0,05 3,49 £0,03 3,66 + 0,09 0,75£0,03
lote reserva 1,01 +0,01 1,43 + 0,06 2,01 £0,03 0,37 £0,01
Valor de p teste t-Student <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
A citriodora lote normal 0,205 + 0,001 0,39 £0,05 0,93 £0,02 0,082 + 0,001
lote reserva 0,169 + 0,001 0,25 +0,01 0,92 +£0,01 0,088 + 0,001
Valor de p teste t-Student <0,001 0,013 0,350 0,002
T citriodorus lote normal 0,228 + 0,003 0,34 £0,01 1,01 £ 0,06 0,118 + 0,001
' lote reserva 0,393 + 0,002 0,32 £0,02 0,73+0,03 0,117 + 0,001
Valor de p teste t-Student <0,001 0,251 0,035 0,112

Trolox valores ECso: 41 pg/mL (Poder redutor), 42 pg/mL (Atividade captadora de radicais DPPH), 18 pg/mL (Inibi¢do de descoloragdo do p-caroteno) e 23 pg/mL
(Inibicdo TBARS).
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O lote reserva de C. citratus (0,37 — 2,01 mg/mL) revelou maior atividade
antioxidante que o lote normal (0,75 — 3,66 mg/mL), com valores ECso inferiores nos
quatro ensaios realizados, no qual esta de acordo com a sua concentracdo elevada de
compostos fendlicos. Em relacdo aos lotes de A. citriodora, as diferencas entre os
resultados obtidos nos quatro ensaios ndo foram estatisticamente significativos a excegédo
do ensaio do poder redutor, em que o lote reserva exibiu melhores resultados (valores de
ECsode 0,169 e 0,205 mg/mL para os lotes reserva e normal, respetivamente), que pode

ser explicado pela sua concentracdo elevada em compostos fenolicos.

Da mesma forma, na atividade antioxidante das infusdes de T. citriodorus, obteve-
se um resultado semelhante entre os dois lotes, a excecao do ensaio de poder redutor, em
que o lote normal revelou uma maior atividade (valores ECso de 0,228 e 0,393 mg/mL no
lote normal e reserva, respetivamente), o que poderia ser também explicado pela sua

maior concentracdo em compostos fendlicos.

Os fatores de correlagéo entre os ensaios de atividade antioxidante e os compostos
fendlicos foram obtidos a partir da analise do coeficiente de correlagdo de Pearson, ap6s
verificar a normalidade através do teste nao-paramétrico Shapiro-Wilk. Os compostos
fenolicos encontrados nas infusbes de M. spicata demonstraram estar estatisticamente
correlacionada com todos os métodos de atividade antioxidante, sendo mais evidente no
ensaio de TBARS para todos 0s compostos totais analisados (R?=-0,896, p-values =
0,019).

Em relacdo as infusdes de C. citratus, as correlagBes estatisticamente
significativas foram obtidas a partir do teor de compostos fendlicos totais e o valor de
ECso obtido através dos ensaios da atividade captadora de radicais DPPH (R?=-0,886, p-
values = 0,019) e poder redutor (R?=-0,999, p-values < 0,001); por outro lado, baixas
correlagbes foram obtidas para o ensaio de inibicdo da peroxidacdo lipidica através do
sistema B-caroteno linoleato (R?=-0,600, p-values = 0,208) e pelo ensaio de TBARS (R?=-
0,771, p-values = 0,072).

A capacidade antioxidante das infusbes de A. citriodora revelou estar
significativamente relacionada com a concentracdo dos compostos fendlicos totais em
relacdo a atividade captadora de radicais DPPH (R?=-0,892, p-values = 0,017), poder
redutor (R?=-0,997, p-values <0,001), e ensaio TBARS (R?=-0,946, p-values = 0,004), &
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excec¢do do ensaio de inibi¢do da descoloracio do B-caroteno (R?=-0,475, p-values =
0,341).

Em relacdo as infusdes de T. citriodorus, a concentracdo total de compostos
fendlicos esta bastante correlacionada com os ensaios do poder redutor (R?=-0,959, p-
values = 0,003), ensaio de inibi¢do da descolora¢do do p-caroteno (R?=-0,880, p-values
= 0.021), enquanto para o ensaio TBARS (R?=-0,650, p-values = 0,162) foram obtidos
fatores de correlacéo inferiores. A atividade captadora de radicais DPPH (R?=-0,422, p-
values = 0,405) ndo esta correlacionada com os compostos fendlicos, podendo significar
que outros compostos (e.g. triterpendides, vitaminas e outros compostos organicos),

podem estar relacionados ao efeito captador de radicais revelado por esta espécie.

Em geral, as amostras que apresentam uma concentragdo mais elevada de

compostos fendlicos também revelam uma atividade antioxidante mais elevada.

As infusdes preparadas a partir dos lotes de reserva de M. spicata, C. citratus e A.
citriodora revelam teores mais elevados de &cidos fenolicos totais e flavonoides totais,
do que os obtidos a partir dos lotes normais. No caso das infusdes de T. citriodorus, 0s
lotes normal e reserva ndo revelaram diferencas significativas em relacéo aos flavonoides

totais e compostos fendlicos totais.
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CONCLUSOES

As infusdes preparadas a partir dos lotes de reserva de M. spicata, C. citratus e A.
citriodora revelaram teores mais elevados de acidos fenolicos totais e flavonoides, do que
o0s obtidos a partir dos lotes normais, a excecgdo das infusdes de T. citriodorus, no qual os
lotes normal e reserva ndo revelaram diferencas significativas em relacéo aos flavonoides

totais e compostos fenolicos totais.

O lote de reserva de M. spicata apresentou uma maior concentracdo de todos 0S
compostos identificados em relacdo ao lote normal. O &cido rosmarinico foi o composto
mais abundante em ambas as amostras. Em termos de atividade antioxidante ambos os
lotes revelaram melhores resultados no ensaio de inibicdo de peroxidacdo lipidica
(TBARS), seguido dos ensaios de poder redutor e de atividade captadora de radicais
DPPH.

Os lotes normais e de reserva de C. citratus revelaram perfis fendlicos similares, no
que respeita aos compostos detetados, no entanto o lote reserva apresentou concentragdoes
significativamente superiores em comparagdo com o lote normal. Os flavonoides
predominantes em ambos os lotes foram a luteolina-2”-O-deoxi-hexosil-6-C-glucosido e
a luteolina-6-C-pentosil-8-C-pentdsido, mas o composto mais abundante em ambos os
lotes foi 0 &cido 5-O-cafeoilquinico (&cido clorogénico). O lote reserva de C. citratus
revelou maior atividade antioxidante que o lote normal, com valores ECso inferiores nos

quatro ensaios realizados.

Na espécie A. citriodora o lote reserva apresentou concentragcdes superiores de compostos
fendlicos, aos do lote normal, sendo a luteolina-7-O-diglucurdnido e verbascésido os
compostos maioritarios em ambos os lotes. Nesta espécie as diferencas entre os resultados
obtidos nos quatro ensaios nao foram estatisticamente significativos a excecao do ensaio

do poder redutor, em que o lote reserva exibiu melhores resultados.

O lote normal de T. citriodorus revelou concentracdes de compostos fendlicos
ligeiramente superiores aos obtidos a partir dos lotes reserva. A luteolina-7-O-
glucuronido e o acido rosmarinico foram os compostos mais abundantes em ambos 0s
lotes. Na atividade antioxidante obteve-se um resultado bastante similar, a excecdo do

poder redutor, no qual o lote normal revelou uma bioatividade superior.
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Em relagdo as correlagdes elaboradas no presente trabalho, foi possivel observar, em
geral, que houve uma correlacéo entre todos os métodos de atividade antioxidante e 0s

compostos fenolicos encontrados em cada uma das amostras analisadas.

Os resultados obtidos no presente estudo realgam a importancia das condi¢des de
colheita de plantas, demonstrando diferencas na composicdo de moléculas bioativas de
infusbes preparadas a partir de diferentes lotes, nomeadamente &cidos fendlicos e
flavonoides. A capacidade antioxidante aprimorada nos extratos obtidos a partir do lote
de reserva pode ser um ponto importante a considerar durante a selecdo do melhor
material para preparacdo de infusGes. Deste modo, os resultados obtidos neste estudo
permitem aos consumidores fazer uma escolha consciente entre as duas categorias (lotes
normais e reserva), ndo baseando-se apenas no seu valor sensorial, mas também no seu

potencial bioativo.
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